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RESUMEN

Introduccién: Enterococcus faecium ha generado creciente preocupacion debido a su asociacion con infecciones nosocomiales y resistencia a
antibidticos, siendo responsable de la mayoria de las infecciones por enterococos resistentes a la vancomicina (VRE) y formando biofilms que
confieren resistencia a antibidticos como linezolid y tigeciclina. Materiales y Métodos: Se disefiaron péptidos derivados de fagos vB_Efm_
LG62 y vB_EfKS5 para E. faecium. Se utilizé el servidor AMP Scanner vr.2 para identificar candidatos a péptidos antimicrobianos (PAMs), y
luego los servidores CellPPD, dPABB y ToxinPred para evaluar la penetracidn en células bacterianas, la erradicacion de biofilms y la toxicidad,
respectivamente. Resultados: Se identificaron proteinas con actividad antibacteriana que sirvieron como base para la identificacién de
PAMs, los cuales mostraron buena penetracidn celular, capacidad para erradicar biofilms y baja toxicidad. Discusion: Los PAMs derivados
de los fagos presentan dominios HNH y metaloproteasas dependientes de ATP, ademas de actividades putativas de factor sigma y NAMLAA
asociadas con la lisis bacteriana o la replicacion de fagos. Conclusién: El disefio in silico de péptidos de fagos ofrece una solucién prometedora
para tratar infecciones por E. faecium y otras bacterias, resaltando el potencial de los PAMs para avanzar en la terapia antimicrobiana ante
la resistencia a los antibiéticos.

Palabras claves: Fagoterapia, péptidos antimicrobianos (PAMs), Enterococcus faecium, erradicacion de biofilms, resistencia a los
antibidticos..

ABSTRACT

Introduction: Enterococcus faecium has raised growing concern due to its association with nosocomial infections and antibiotic resistance,
being responsible for most vancomycin-resistant enterococci (VRE) infections and forming biofilms that confer resistance to antibiotics such
as linezolid and tigecycline. Materials and Methods: Peptides derived from phages vB_Efm_LG62 and vB_EfKS5 were designed for E. faecium.
The AMP Scanner vr.2 server was used to identify candidates for antimicrobial peptides (AMPs), and then the servers CellPPD, dPABB, and
ToxinPred were used to evaluate penetration into bacterial cells, eradication of biofilms, and toxicity, respectively. Results: Proteins with
antibacterial activity were identified as a basis for the identification of AMPs, which showed good cell penetration, ability to eradicate
biofilms, and low toxicity. Discussion: AMPs derived from phages feature HNH domains and ATP-dependent metalloproteases, as well as
putative activities of sigma factor and NAMLAA associated with bacterial lysis or phage replication. Conclusion: The in silico design of phage
peptides offers a promising solution for treating E. faecium infections and other bacteria, highlighting the potential of AMPs to advance
antimicrobial therapy in the face of antibiotic resistance.

Keywords: Phage therapy, antimicrobial peptides (AMPs), Enterococcus faecium, biofilm eradication, antimicrobial resistance.
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1. Introduccion

Enterococcus faecium es una bacteria Gram-
positiva, anaerobia facultativa que presenta forma
de coco (esférica) las cuales se agrupan en cadenas
cortas y medianas (1). Esta bacteria vive de manera
comensal en el tracto gastrointestinal tanto de
humanos como de animales, pero también esta
asociada a diversas infecciones nosocomiales,
como infecciones del tracto urinario, bacteriemias,
endocarditis y meningitis, especialmente en
pacientes inmunocomprometidos (2, 3). E. faecium
forma parte del grupo de bacterias ESKAPE, el
cual es un conjunto de patédgenos oportunistas
que representan una creciente amenaza para la
salud publica debido a su capacidad de evadir los
mecanismos de accién de los antibidticos (4). E.
faecium y otras especies del género Enterococcus
incluyen una serie de nuevas variantes resistentes
a la vancomicina (5), el cual durante mucho
tiempo se ha considerado un antibidtico de
ultimo recurso (6). E. faecium, en particular,
es la bacteria responsable de la mayoria de las
infecciones causadas por enterococos resistentes a
la vancomicina (VRE) (7). Adicionalmente, muchos
aislados de esta bacteria tienen la capacidad de
formar biofilms, los cuales muestran resistencia a
varios antibiéticos, como el linezolid y la tigeciclina

(8).

La aparicion y diseminacién de cepas bacterianas
resistentes a antibidticos constituye en la
actualidad un grave problema de salud publica.
Segun estimaciones de la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS), se prevé que para el afio
2050 habra 10 millones de muertes cada afio
causadas por bacterias resistentes a antibidticos
(9). En los ultimos afios, se han propuesto
diferentes estrategias alternativas para combatir
estas bacterias, las cuales incluyen el uso
de bacteriéfagos (fagos) o combinacién de
antibidticos (10). Los fagos son virus que infectan
especificamente bacterias. Estos se caracterizan
por ser mas especificos que los antibidticos,
debido a que generalmente solo infectan cepas
bacterianas especificas (10). Debido a esto, el uso
de fagos como agentes terapéuticos presenta un
menor riesgo de causar disbiosis (11). A pesar de
la serie de ventajas que presenta la fagoterapia,
existen muy pocos ensayos clinicos donde se
demuestre su eficacia (12).

Los fagos siguen un ciclo de vida que implica varias
etapas. En primer lugar, el fago se adhiere a la
superficie de una bacteria especifica y luego inyecta
su material genético en su interior. Una vez dentro,
el material genético del fago toma el control de la

Vol. 15 Numero 1 2024

magquinaria celular de la bacteria, obligdndola a
producir multiples copias de si mismo. Estas copias
se ensamblan dentro de la bacteria y, finalmente,
la célula bacteriana se lisa, liberando nuevos fagos,
los cuales posteriormente proceden a infectar
otras células bacterianas cercanas, repitiendo el
ciclo de infeccidn (13). Los fagos atemperados,
a diferencia de los virulentos, pueden seguir el
ciclo lisogénico, el cual implica la integracién de
su genoma en el cromosoma bacteriano (14).
Este mecanismo permite a estos fagos transferir
genes bacterianos (durante la escision de su DNA),
incluidos aquellos de resistencia a antibidticos,
en una poblacidn bacteriana (15). Debido a esta
capacidad de transferencia horizontal de genes,
los fagos atemperados no se consideran idéneos
para la fagoterapia (16).

Los fagos tienen un conjunto de genes que se
expresan en diferentes etapas de su ciclo de
vida (14). Los genes tempranos son aquellos que
se expresan temprano en la infeccidn y estdn
involucrados principalmente en la regulacién de
la transcripcidn y la replicacion del DNA del fago,
asi como en la toma de control de la maquinaria
molecular de la bacteria huésped (17). Por otro
lado, los genes tardios se expresan mds tarde
durante el proceso de infeccién y estan implicados
en la sintesis de proteinas estructurales del fago,
necesarias para ensamblar nuevas particulas del
virus y, en muchos casos, en la lisis de la bacteria
(18). Esta division temporal en la expresién
génica de los fagos es esencial para coordinar
eficientemente la produccion de nuevos fagos y
completar su ciclo de replicacién. Los productos
de varios de estos genes pueden resultar toxicos
para la bacteria huésped, lo que los convierte en
posibles candidatos que puedan ser considerados
agentes antibacterianos (19). Ademds, estas
proteinas podrian servir como punto de partida
para el desarrollo de péptidos antimicrobianos
(PAMs) (20), los cuales tienen una serie de ventajas
con relacién a los antibidticos convencionales.
Entre estas, se incluye una aparicion mas lenta
de resistencia, una actividad de amplio espectro
contra los biofilms y la capacidad de modular
de forma positiva la respuesta inmunitaria del
huésped (21). Ademads, gracias a su pequefio
tamanfio, los PAMs son mas simples de disefiar,
sintetizar y optimizar (22).

El objetivo del presente estudio consistid en
identificar posibles PAMs mediante el analisis in
silico de los productos predichos de los marcos
abiertos de lectura (ORFs) del genoma de dos fagos
virulentos recientemente aislados, vB_Efm_LG62
y vB_EfKS5, que infectan especificamente a E.
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faecium. Ademas, se buscé determinar el potencial
de los PAMs identificados para penetrar en la
célula bacteriana y combatir los biofilms.

2. Metodologia

2.1 Determinacion de los ORFs de los fagos vB_
Efm_LG62 y vB_EfKS5.

Las secuencias de los fagos vB_Efm_LG62
(OP018674.1) y vB_EfKS5 (0Q297175.1) fueron
obtenidas usando la base de datos del Centro
Nacional para la Informacidn Biotecnolégica (NCBI
por sus siglas en inglés) (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/). Los ORFs se determinaron mediante
el uso del servidor web PHAge Search Tool with
Enhanced Sequence Translation (PHASTEST) (23,
24), el cual permite identificar, anotar y visualizar
las secuencias de fagos y plasmidos.

2.2 ldentificacion de PAMs.

Para identificar los PAMs, se analizé cada uno
de los productos predichos de los ORFs de
los fagos vB_Efm_LG62 y vB_EfKS5 usando el
servidor Antimicrobial Peptide (AMP) Scanner
vr.2. Este servidor utiliza técnicas de aprendizaje
profundo para mejorar el reconocimiento de
PAMs, basado en un modelo de red neuronal
con capas convolucionales y recurrentes que
aprovechan la composicidn de secuencia primaria
para identificar AMPs de manera efectiva (25).
Para llevar a cabo la identificacién de los AMPs,
la secuencia de aminoacidos de la proteina en
formato FASTA se ingresé en el servidor. Los
péptidos con una probabilidad superior a 0.5,
fueron considerados antimicrobianos potenciales.

2.3 Penetracién de la célula bacteriana.

La capacidad de los PAMs para penetrar en la
célula bacteriana es esencial para su efectividad
en la erradicacidn del patdgeno. Esta capacidad
fue predicha en el presente estudio usando el
servidor Designing of Cell Penetrating Peptides
(CellPPD), el cual utiliza modelos de maquinas
de vectores de soporte (SVM) para predecir y
disefiar péptidos penetrantes en células (CPPs)
mediante el analisis de caracteristicas como la
composicidon de aminodcidos y perfiles binarios
de secuencias de péptidos (26). Los posibles AMPs
fueron ingresados en el servidor y aquellos con
una puntuacién SVM superior a 0.00 fueron
considerados capaces de penetrar la célula
bacteriana.
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2.4 Actividad anti-biofilm.

Los biofilms representan un desafio significativo
en la lucha contra los patdgenos, ya que les
proporcionan proteccidn y resistencia a los
tratamientos antimicrobianos (27). Para predecir
la capacidad del péptido para erradicar biofilms,
se utilizd el servidor dPABB. El algoritmo
de Disefio de Péptidos Contra Biopeliculas
Bacterianas (dPABB) se basa en el analisis
de la composicion de aminoacidos, residuos
seleccionados y posicién de los residuos. Los
PAMs predichos se ingresaron en el servidor vy,
dependiendo de su composicion completa de
aminodacidos, caracteristicas especificas de los
residuos y preferencia posicional de los mismos,
se observaron los modelos de SVM y entorno
para analisis del conocimiento de la Universidad
de Waikato (WEKA) desplegados en dPABBs para
encontrar potenciales péptidos con la habilidad
de erradicar biofilms (28). Los péptidos que
obtuvieron una puntuaciéon SVM superior a 0.00
y una puntuacion WEKA superior a 0.50 fueron
identificados como capaces de erradicar biofilms.

2.5 Prediccion de toxicidad.

Disefiar PAMs requiere una cuidadosa
consideracién de la toxicidad del péptido. En
el presente trabajo se utilizd la herramienta
ToxinPred. El programa reconoce residuos
especificos de ciertos aminoacidos, incluidos
Cys, His, Asny Pro, y su colocacién en diferentes
posiciones que los hacen tdxicos (20, 29). De igual
forma, esta herramienta emplea modelos de SVM
para predecir la toxicidad de los péptidos. Los
péptidos con una puntuacion de SVM inferior a
0.00 fueron identificados como no téxicos.

3. Resultados

3.1 ORFs de los
vB_EfKSS5.

fagos vB_Efm_LG62 vy

Los fagos vB_Efm_LG62 y vB_EfKS5 poseen
genomas de DNA de doble cadena con 42,236
y 59,246 pares de bases (pb), respectivamente
(30, 31). El analisis de los genomas de los fagos
vB_Efm_LG62 y vB_EfKS5 demostrd que codifican
66 y 122 proteinas, respectivamente (Fig. 1).
Los fagos vB_Efm_LG62 y vB_EfKS5 presentan
respectivamente 12 y 17 proteinas con una
funcidn predicha, siendo las proteinas restantes
putativas.
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3.2 Identificacién de proteinas con potencial
antibacteriano en los genomas de los fagos
vB_Efm_LG62 y vB_EfKSS5.

Figura 1: Mapa gendmico lineal de los fagos Enterococcus vB_Efm_
LG62 (a) y Enterococcus vB_EfKS5 (b) elaborado con ayuda del
servidor PHASTEST (23). Diferentes grupos funcionales de ambos

fagos se indican con diferentes colores, segtn su funcion.

a)

b)

Utilizando el servidor AMP Scanner Vr. 2, se
analizaron exhaustivamente todas las proteinas,
incluyendo aquellas con funciones predichas y
putativas, con el fin de identificar aquellas con
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potencial antimicrobiano. De las 66 proteinas del
fagovB_Efm_LG62, se identificaron 9 con actividad
antimicrobiana predicha. De manera similar, de
las 122 proteinas del fago vB_EfKS5, también
se seleccionaron 9 con actividad antimicrobiana
predicha. Estas proteinas se detallan en la Tabla
1, donde destacan principalmente aquellas con
dominios endonucleasa homing (HNH), factor
sigma  putativo, N-acetilmuramoil-L-alanina
amidasa (NAMLAA), lisinas y metaloproteasas
dependientes de ATP. En este estudio, se
priorizaron las proteinas con funcién putativa,
ya que, aunque no se conocen, desempefian un
papel crucial en la replicacion y toma de control
de la célula bacteriana por parte del fago, lo que
las convierte en candidatos potenciales para el
disefio de PAMs.

Identificacion de PAMs capaces de penetrar las
células bacterianas y erradicar biofilms.

Después de identificar las proteinas codificadas
por los genomas de los fagos con actividades
antimicrobianas, estas sirvieron como punto
de partida para la identificacion de PAMs, lo
cual se llevé a cabo con el servidor dPABB. Se
seleccionaron aquellos péptidos (Tabla 2 y 3) que,
ademds de predecirse que tienen la capacidad de
penetrar en la célula bacteriana, también se prevé
que posean actividad para erradicar biofilms y que
no sean toéxicos para el huésped que padece la
infeccion. La actividad antimicrobiana de estos
péptidos se confirmd con ayuda del servidor
AMP Scanner Vr. 2. Los péptidos identificados
se caracterizan por tener mejores niveles de
penetracidn en células y biofilms que las proteinas
debido a su menor tamafio (32) y constituyen
la parte activa de las proteinas con actividad
antimicrobiana.

Tabla 1: Proteinas con actividad antimicrobiana codlificadas por el genoma de los fagos vB_Efm_LG62 y vB_EfKS5.

Fago Posicion CDS* | Identificacion de proteina Funcion puta(}'luv:gegrtrgﬁgccée proteina al Probabilidad de prediccién
6294..7013 UUW40464.1 Endonucleasa asociada a intrén 0.9939
19194..20171 UUW40476.1 NAMLAA 0.9967
24752..24970 UuUw40482.1 Proteina hipotética 0.6564
30594..30755 UUW40493.1 Proteina hipotética 0.9983
vB_Efm_LG62 | 32040..32555 UUW40496.1 Endonucleasa homing 0.9939
34907..35197 UUW40508.1 Proteina hipotética 0.9005
38662..39150 UuUw40515.1 Endonucleasa homing 0.9899
39736..40128 UUW40518.1 Endonucleasa homing 0.9851
40717..41229 UUW40520.1 Endonucleasa homing 0.9989
264..533 WDS60669.1 Proteina hipotética 0.9999
6819..7154 WDS60690.1 Proteina hipotética 0.7187
10454..11149 WDS60701.1 Metaloproteasa dependiente de ATP 0.9184
13136..13648 WDS60707.1 Endonucleasa homing 0.9066
vB_EfKS5 17996..18628 WDS60720.1 Factor sigma putativo 0.6772
32053..32766 WDS60753.1 NAMLAA 0.9894
55025..55162 WDS60781.1 Proteina hipotética 0.9999
55187..55447 WDS60782.1 Glutaredoxina putativa 0.7043
55651..55953 WDS60784.1 Proteina hipotética 0.8588

*Coding sequence — Secuencia de codificacion
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Tabla 2: Péptidos antimicrobianos predichos a partir de las secuencias proteicas del fago vB_Efm_LG62.

p. 103-112

Probabilidad | Actividad
Identificacién . - . ... | Anti-biofilm Toxicidad Penetracion celular
Fago . Péptido antimicrobiano de prediccion L ) -,
de proteina (puntuacion |(puntuacién SVM) | (puntuaciéon SVM)
de ser PAM
WEKA)
UUW40464.1 [HHISRCLRGLSRQHKGYTFK 0.7218 St No S
) ) (>0.5) (< 0.00) (>0.00)
AGIKRPDVKKAYGYQGGQELGFDV- Si No Si
UUWAO0476.1 |-\ NKNQFKGKKVDVILRRANK 0.8894 (>0.5) (< 0.00) (>0.00)
Si No Si
UUW40482.1 [KGVVLYKLYK 0.7053 (>0.5) (< 0.00) (>0.00)
KKYKGYFKKPTGTLPDVKFKKQKQ- Si No Si
VB Efm LG62 UUW40493.1 VIMSFIFTEKPRIGLWVNTYLKYLNK 0.9989 (>0.5) (< 0.00) (>0.00)
- - UUWA40496.1 GRVKRLKGKYMSKERILKPCENNTGYLQ- 0.9996 Si No Si
"~ |VHLCKNSKSKFYKVHRLVALAF ' (>0.5) (< 0.00) (>0.00)
Si No Si
UUW40508.1 [FSIHRLVAKA 0.7417 (>0.5) (< 0.00) (> 0.00)
VSIPERYCDAHKGHNNSQYNKHVRY- Si No Si
UUW40518.1 NEDNKKYSQFYHSTQWRNARKAKLM 0.8219 (>0.5) (< 0.00) (>0.00)
GRVKRLKGKYISTERILKPTKHTTGYLR- Si No Si
UUWA40520.1 | K NNVRFNKKIHRLVAEAF 0.9975 (>0.5) (< 0.00) (>0.00)
Tabla 3: Péptidos antimicrobianos predichos a partir de las secuencias proteicas del fago vB_EfKS5.
Probabilidad| Actividad
Fago Identificacion Péptido antimicrobiano de predic- | anti-biofilm Toxicidad Penetracion celular
& de proteina P cién de ser | (puntuaciéon |(puntuacion SVM) | (puntuacién SVM)
PAM WEKA)
IAKLSACLSRFALRLRPLTPFQYPSEKPLT- Si No Si
WDS60669.1 LRPRK 0.9837 (>0.5) (< 0.00) (>0.00)
KKLKSLTKSIMNGVGHKMSKHFYANT- si No Si
WDS60690.1 [NPNLA 1.0
ANYPKGWTSEEHNI (>05) (<0.00) (>0.00)
Si No Si
WDS60701.1 [IWAALYYKAR 0.9349 (>0.5) (< 0.00) (>0.00)
GNFIKRFDSPIDAEKETGVARQNISKV- Si No Si
WDS60707.1 GRGLRKHA 0.9803 (>0.5) (< 0.00) (>0.00)
Si No Si
VvB_EfKS5 |WDS60720.1 [KILIRLMNRVIMKVK 0.9878 (>0.5) (< 0.00) (>0.00)
GSPAAAIHHNMDGVWGVIRPPYEAAS- si No Si
WDS60753.1 [TPK 0.6462
PPAPKP (>0.5) (<0.00) (>0.00)
DIWTSLSKFLNQCFCKHDYRTRVQKGLVG Si No Si
WDS60781.1 | byaEckkCGR 0.9998 (>0.5) (<0.00) (>0.00)
Si No Si
WDS60782.1 |ISGFHPPKLKAFIKA 0.9874 (>0.5) (<0.00) (>0.00)
Si No Si
WDS60784.1 (RVIPFAPKPW 0.9878 (>0.5) (< 0.00) (>0.00)

4. Discusion

En el presente estudio, se realizd un analisis del
genoma de los fagos liticos vB_Efm_LG62 y vB_
EfKS5, recientemente aislados, que infectan E.
faecium. Se identificaron ORFs que codifican
proteinas con actividad antibacteriana. A partir de
estas proteinas, se identificaron PAMs putativos
que podrian penetrar la célula bacteriana,
erradicar biofilms y que exhiben niveles minimos
o nulos de toxicidad.

La crisis de resistencia a los antibidticos representa
un grave problema de salud publica a nivel
global. El incremento de bacterias resistentes a
los antibidticos ha reducido significativamente

la eficacia de estos farmacos, los cuales son
indispensables en el tratamiento de enfermedades
infecciosas. Este fendmeno amenaza con hacer
retroceder décadas de progreso en el combate
de enfermedades infecciosas e incrementar los
costos de atencion médica, asi como el riesgo
de morbimortalidad asociada a infecciones
comunes y procedimientos quirurgicos (33). La
rapida evolucién y expansidn de la resistencia a
los antibidticos destacan la urgencia de desarrollar
farmacos o estrategias efectivas para combatir las
infecciones provocadas por bacterias resistentes
a antibidticos, especialmente, aquellas que
pertenecen al grupo ESKAPE (34).
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En este estudio, se identificaron PAMs derivados
de dominios pertenecientes al grupo de las
endonucleasas HNH. Las endonucleasas HNH
son enzimas con un motivo HNH conservado que
cortan el DNA al romper los enlaces fosfodiéster.
Especificamente cortan el DNA de doble cadena en
sitios especificos y desempefian roles esenciales en
el metabolismo, reparacidn y recombinacién del
DNA. En los fagos, las endonucleasas HNH forman
parte de la maquinaria de empaquetado del DNA
viral (35). Estudios recientes han demostrado que
las proteinas derivadas de fagos pertenecientes
al grupo de las endonucleasas HNH son tdxicas
contra diversas bacterias. Por ejemplo, la proteina
Ref del fago P1, que infecta E. coli, promueve el
ciclo litico durante la activacidn de la respuesta
SOS de la bacteria en caso de dafio en el DNA.
Ademas, esta proteina interfiere con la sintesis
del DNA al promover la degradacion del genoma.
Asimismo, se ha demostrado que Ref incrementa
la susceptibilidad de E. coli al antibidtico
ciprofloxacino, sugiriendo asi que esta proteina
podria utilizarse en sinergia con dicho antibiético
(36). Otra proteina perteneciente a este grupo es
SegB, codificada por el fago T4. SegB contiene al
menos cinco sitios de escision ubicados dentro
de los genes para tRNA-GIn, tRNA-Leu, tRNA-Gly,
tRNA-Pro y tRNA-Ser (37).

Curiosamente, en este estudio también se
identificd un péptido derivado de un factor sigma
putativo. Los factores sigma son subunidades
bacterianas que desempefian un papel clave en
la iniciacidn de la transcripcion al guiar a la RNA
polimerasa hacia el sitio promotor del gen o de
los operones. Permiten la regulacidn precisa
de la expresidn génica en respuesta a diversos
sefiales ambientales y condiciones celulares (38).
Investigaciones recientes sugieren que los factores
sigma derivados de fagos podrian interferir en la
transicion de las bacterias hacia un estado de
dormancia, aumentando asi sus posibilidades de
supervivencia y replicacion (39). Aunque E. faecium
no forma endosporas, durante la formacién de
biofilms, existe un subgrupo de células conocidas
como células persistentes que entran en estado
de dormancia y muestran resistencia a los
antibidticos. Se puede especular que los factores
sigma u otras proteinas del fago podrian modular la
fisiologia de estas células en estado de dormancia.
Esta posibilidad podria explicar por qué algunos
fagos son eficaces contra las células persistentes
en los biofilms, a diferencia de los antibidticos (40).

Dos PAMs identificados en este estudio son
derivados de la enzima NAMLAA. La NAMLAA
es una enzima bacteriana que forma parte
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del grupo de las lisinas. Las lisinas de fagos,
también conocidas como enzimas liticas de
fagos, son proteinas producidas por estos, que se
encargan de romper la pared celular bacteriana
y liberar nuevas particulas del virus (41). Estas
enzimas han sido objeto de investigacién como
agentes antimicrobianos potenciales debido a
su capacidad para degradar selectivamente la
pared celular bacteriana, lo que las hace efectivas
contra una amplia gama de bacterias, incluidas
las resistentes a los antibidticos. La NAMLAA es
capaz de hidrolizar el enlace amida entre el acido
N-acetilmuramico (NAM) y el aminoacido L-alanina
en la cadena peptidica de la pared celular, lo que
conduce a la ruptura de esta estructura, la cual
es esencial para la integridad bacteriana (42).
Como consecuencia, esto conduce a la liberacién
de las particulas de los fagos en las ultimas
etapas de su ciclo de vida (43). Adicionalmente,
al elevar artificialmente los niveles de expresion
de las NAMLAAs, las bacterias se vuelven mas
susceptibles a ciertos antibidticos, lo que indica
que péptidos con actividad NAMLAA podrian
ser considerados como agentes antibacterianos
(43). Con relacion a otras enzimas del grupo de
las lisinas, ciertos estudios han demostrado que
estas pueden ser eficaces para el tratamiento
de infecciones bacterianas tanto en cultivos
bacterianos in vitro como en modelos animales
in vivo (44, 45). Adicionalmente, se ha explorado
su potencial aplicacién en productos de higiene
personal y desinfectantes para el control de la
contaminacién bacteriana en entornos clinicos y
de procesamiento de alimentos (46).

Finalmente, se descubri6 un péptido
antimicrobiano derivado de una proteina con
una metaloproteasa dependiente de ATP. Estudios
previos han sugerido que ciertas proteinas de este
tipo podrian tener actividad contra los biofilms.
Por ejemplo, se ha observado que la proteina ClpP
inhibe la formacidn de biofilms en Staphylococcus
aureus al regular el regulador génico accesorio
(Agr) y la hidrolasa de pared celular Slel. Agr se
encarga de estimular la produccién de proteasas
extracelulares, lo que contribuye a la dispersion del
biofilm, mientras que Slel facilita la formacién de
DNA extracelular (eDNA), el cual es un componente
esencial de los biofilms (47). En otras bacterias, se
han identificado metaloproteasas dependientes
de ATP, como la FtsH, que tienen la capacidad de
degradar proteinas integrales de la membrana y
del citoplasma (48).

Los resultados expuestos en el presente estudio
demuestran la importancia de los PAMs y cémo
estos podrian ser usados para combatir infecciones
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causadas por bacterias resistentes a antibidticos.
Adicionalmente, este estudio evidencia la gran
versatilidad que poseen los PAMs, ya que pueden
interferir con diversas vias metabdlicas en
bacterias o aniquilar directamente a la bacteria
a través de la destruccion de su pared celular
(49). Ademads, el presente estudio demuestra
la potencial eficacia de los PAMs contra los
biofilms, los cuales son resistentes a una serie de
antibidticos (50). Algunos estudios previos ya han
demostrado la eficacia de los PAMs tanto in vitro
como in vivo (51); sin embargo, aln se requieren
ensayos clinicos para demostrar la eficacia de su
uso en seres humanos. Los PAMs, como las lisinas
neumocécicas Cpl-1y Pal, han sido utilizados con
éxito en ensayos clinicos para tratar infecciones
causadas por Streptococcus pneumoniae. Otros
PAMs, como Ply3626 y PlyPH, han demostrado
eficacia en el tratamiento de infecciones causadas
por Clostridium perfringens y Bacillus anthracis,
responsables principalmente de la gangrena
gaseosa y el antrax, respectivamente (20).

A pesar de las prometedoras aplicaciones de los
PAMs identificados en este estudio, es importante
destacar que el analisis in silico puede presentar
sesgos, ya que las bases de datos utilizadas como
punto de partida pueden contener errores o
estar incompletas (52). Esto contrasta con los
estudios experimentales, donde los investigadores
pueden verificar los resultados de forma empirica.
Adicionalmente, los puntos de corte se eligen
de forma arbitraria, lo cual puede conllevar a
sesgos en el andlisis (52). Ademas, este tipo de
estudios siempre requiere de una confirmacion
experimental antes de sacar conclusiones sobre
la eficacia de las proteinas identificadas (53).

5. Conclusion

El presente estudio identific6 una lista de
PAMs eficaces contra la bacteria resistente a
antibidticos E. faecium, que adicionalmente
carecen de toxicidad y son eficaces contra los
biofilms. Este estudio constituye la primera fase
para el descubrimiento y desarrollo de nuevos
PAMs que vayan dirigidos especificamente hacia
esta bacteria. Futuros estudios realizardn una
evaluacidn in vitro y, posteriormente in vivo, para
determinar la eficacia de estos potenciales PAMs.
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